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略語 
ADPR: Adenosine 5’-diphosphate ribose 
bp：base pair 
DNA：deoxyribonucleic acid 
DEAE : diethylaminoethyl 
DMAT: dimethyl-allyl-tryptophan 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid  
GFP: Green Fluorescent Protein 
GO: gene ontology  
GST : glutathione-S-transferase 
HA: hemagglutinin 
HDAC: Histone Deacetylase 
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPLC：High performance liquid chromatography 
Hsp: heat shock protein 
IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
MALDI-TOF-MS：time of flight mass spectrometry 
MS:  cobalamin-independent methionine synthase 
MS: Mass Spectrometry 
NAD
+
: nicotinamide adenine dinucleotide oxidized form 
NAM: nicotinamide 
NRPS: non-ribosomal peptide synthetase 
ORF：open reading frame 
PAGE：polyacrylamide gel electrophoresis 
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PCA: principal-component analysis 
PCR：polymerase chain reaction 
PEG：polyethylene glycoal 
PKS: polyketide synthase 
PMF: peptide mass fingerprinting 
RNA：ribonucleic acid 
SDS：sodium dodecyl sulfate 
ST: Sterigmatocystin 
TAP: tandem affinity purification 
Tris：(hydroxymethyl) aminomethane  
 
 
4 
 
 
序章 序論 
 
1. 糸状菌の産業応用と生態解析 
糸状菌は古くからクエン酸発酵、酒類、味噌、醤油などの食品の醸造、医薬品原料の
生産菌、アミラーゼやペクチナーゼなどの酵素生産に用いられてきた(1)。その一方で、
糸状菌にはカビ毒を生産し、ヒトや動植物に病害をもたらすものも多く知られる。この
ように、糸状菌は産業や医療上高い重要性を有するにもかかわらず、それらに関わる生
理学的背景の解明は他の生物に比べ遅れている。未だ明らかとなっていない部分が多い
糸状菌の生理を分子レベルで明らかにすることによって、糸状菌の更なる産業利用の拡
大が期待できる。本研究では、麹菌の類縁種であり、近年、全ゲノム情報が公開された
糸状菌のモデル生物である Aspergillus nidulansを用いて糸状菌の代謝制御機構を解明す
ることを目指した。 
クエン酸発酵や食品の発酵作用は栄養源が豊富に存在する間に行われる一次代謝に
よるものであり、毒物や医薬品となる生理活性物質を生産する二次代謝やアミラーゼや
ペクチナーゼなどの生産は、飢餓条件などに応答し培養後期に誘導される。このような
有用物質や有害物質の生産を人為的に制御するためには、糸状菌の代謝の制御機構の理
解が重要となる。糸状菌は栄養源が存在する際には対数増殖を行い、飢餓になるとその
生育は定常期を迎える。また定常期に飢餓状態が続くと死滅期に入り、各種の溶菌酵素
の生産を増加させ自己溶菌を始める。栄養源に応答する機構が糸状菌の生育期とそれに
ともなう代謝の移行に関与すると予想されるが、その詳細は不明である。一方、近年、
カビの代謝、特に二次代謝に次節で述べるサーチュインが関与すると判明しつつある。 
 
2. 糸状菌のサーチュイン  
アセチル化、メチル化、SUMO化によるヒストンの修飾は、遺伝子の発現をグローバ
ルに制御する。histone acetyltransferase と histone deacetylase (HDAC) の働きによってヒ
ストンのリジン残基のアセチル化と脱アセチル化が行われる。ヒストンの脱アセチル化
はヘテロクロマチンの形成を促す。ヘテロクロマチンは凝集したクロマチンであり、そ
れが形成された染色体上の領域では転写が不活性化される。NAD+依存的な HDACであ
る Silent information regulator 2 protein (sirtuin、サーチュイン) は、この機構によって多
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くの細胞プロセス (代謝、エネルギー変換、発達、ストレス応答など) に関与するジー
ンサイレンシング因子として働くことが知られている (2)。サーチュインは真核生物に
広く保存され、I から IV および Uの 6つが知られる HDACのクラスのうち、クラス III
に属する(3, 4)。既に機能が判明している Aspergillus nidulansの SirAは、Saccharomyces 
cerevisiae の Sir2p と Hst1p、ヒトの SIRT1 のアイソザイムである。SirA はヒストン H4
の 16番目のリジン残基 (H4K16ac) を脱アセチル化し、二次代謝産物であるペニシリン
やステリグマトシスチンの生合成遺伝子の発現を抑制する (5)。一方、Magnaporthe 
oryzae の SirA アイソザイムである MoSir2 は非ヒストンタンパク質である MoJmjC 
(Cupin-like JmjC domain-containing protein) を脱アセチル化することによって、植物病原
性を制御している(6)。A. nidulansの HstAは Schizosaccharomyce. pombe の Sir2と類似の
ヒストン脱アセチル化酵素であると予想されており、ペニシリンやノルソロリン酸の生
合成遺伝子の発現を抑制する (7)。A. oryzae AoHstDは、S. cerevisiae の Hst4pのアイソ
ザイムであり、分生子形成、二次代謝 (8)、ストレス耐性 (9)に関与する。このように
糸状菌のサーチュインの機能は多様だが、一次代謝への関与は不明であり、サーチュイ
ンが発現制御する遺伝子や代謝系についての網羅的な解析は行われていない。A. 
nidulans では、SirAを含む 6つのサーチュイン様タンパク質の存在が予測されているが、
それぞれの機能や役割分担は未知である (5)。 
 
3. 本研究の目的および構成 
 本研究では、サーチュインによって制御されている A. nidulansの遺伝子発現及び代謝
経路の解明を目指した。（以下非公開） 
 第一章では、サーチュイン E (SirE) の機能解析を行った。第二章では、サーチュイ
ン A (SirA) が二次代謝に与える影響を網羅的かつ経時的に解析した。まず、sirA 遺伝子
が培養後期に発現誘導されることを新たに示した。野生株と sirA 遺伝子の遺伝子破壊
株 (SirAΔ 株) のトランスクリプトームを比較したところ、SirA は培養後期に二次代謝
関連遺伝子を有意に発現抑制することが示された。また、SirAによるこの制御は二次代
謝遺伝子クラスターごとであったことから、SirAは二次代謝のグローバルな発現制御因
子であると考えられた。さらに、SirAは、オースチノールとデヒドロオースチノールの
生産量を液体・固体培養のいずれの場合においても制御することが明らかとなった。さ
らに、SirAΔ株、SriEΔ 株および野生株のトランスクリプトームを比較したところ、SirA
と SirE はステリグマトシスチンやエメリセラミドといった二次代謝系遺伝子と菌体外
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加水分解酵素の発現をそれぞれ、負および正に制御することが明らかとなった。また、
SirE は一次代謝に関与する遺伝子群の発現を抑制したが、SirA はこれらの発現を上昇
させた。このことから、両サーチュインは一部の遺伝子を共通の標的とし、反対方向の
制御を行い遺伝子発現と代謝のバランスを調節すると考えられた。 
第三章では、A. nidulansのサーチュインである SirB、SirC、SirDの二次代謝に与える
影響を検証した。（以下非公開） 
本研究により、A. nidulans のサーチュインアイソザイムが対数期から死滅期に至る広
範な生育期に様々な代謝を制御することが判明した。本研究の応用上のインパクトは多
岐にわたると期待される。サーチュインは糸状菌の生存や毒素の生産に関与することか
ら、サーチュインを標的とする薬剤の開発は、糸状菌による病害や汚染の防除にも役立
つだろう。さらに、サーチュインの基礎的な研究の発展にも貢献できる。これまでに、
1つの生物が複数のサーチュインアイソザイムを有することが多いことが判明している
が、それらの役割や標的がどのように区別されているのかは、ヒトや酵母などのよく研
究されている生物以外ではほぼ不明であった。当研究により、糸状菌のサーチュインの
標的や制御する遺伝子群および活性化する生育フェーズの差異が明らかになった。この
ように、本研究によって得られた成果は、産業への応用のための基礎的知見およびサー
チュインの機能の知見となり、社会に大きく貢献するものである。 
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第一章 非公開 
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第二章 SirAは二次代謝のグローバルな制御因子である 
 
2-1. 序論 
糸状菌は多種多様な二次代謝産物を生産する。これには医学的に有用な抗生物質ととも
に、アフラトキシンやトリコテセンのようなカビ毒も含まれる (43)。ガビのゲノムが
コードするこれらの二次代謝産物の生合成遺伝子は生合成される化合物ごとにクラス
ターを形成していることが多く、ゲノム解析によって複数の生合成遺伝子遺伝子クラス
ターの存在が予測されている (44)。様々な医薬品の開発やカビ毒の生産の抑制のため
に、これまでカビの二次代謝産物やそれらの生産機構について多くの研究がなされてき
た。 
子嚢菌類の Aspergillus属 (45) やそのモデル生物である Aspergillus nidulans は複数の
二次代謝遺伝子クラスターを有する (46)。A. nidulans の二次代謝産物の代表的なものに
は抗生物質であるペニシリン G (penicillin、PN) (47) や発がん物質であるアフラトキシ
ンの前駆体であるステリグマトシスチン (sterigmatocystin、ST) がある (48)。二次代謝
産物の生産はヒストンのアセチル化やメチル化によって制御されることが知られる。例
えば、A. nidulans HstAはヒストン脱アセチル化能を有すると予想されており、これを
コードする遺伝子とHDACをコードする hdaAおよび hosB遺伝子の三重破壊株では PN
とノルソロリン酸の生合成遺伝子の発現が上昇することが知られる (7)。さらに、S. 
cerevisiae Sir2pのホモログである A. nidulans のサーチュイン A (SirA) が PNと STの生
合成遺伝子のプロモーター領域のヒストン H4 のリジン 16 番目の残基を脱アセチル化
し遺伝子の発現と生合成を抑制することも明らかになっている (5)。しかしこれらの研
究は二次代謝産物の一部にのみ注目したものであり、SirAが二次代謝産物の生産をグロ
ーバルに制御するかどうかは依然として不明である。 
本章では、A. nidulans の sirA遺伝子破壊株 (SirA) のトランスクリプトーム解析を行
い、SirAが制御する遺伝子群を経時的に解析し、特に二次代謝系遺伝子群の発現量に与
える影響の検証を試みた。その結果、SirA が液体培養後 48 時間 (定常期) に一次代謝
に関与する遺伝子群の発現を常用させる機能があることが示された。また、SirAが定常
期に二次代謝に関連する遺伝子群の転写を抑制することが示された。さらに、SirAはこ
れまで知られていたように二次代謝系遺伝子の発現を抑制するだけでなく、促進させる
ことが示された。一方、固体培地で培養した SirA株の抽出物を HPLCを用いて解析し
たところ、A26 株と比較して ST、オースチノール (austinol、AUS) およびデヒドロオ
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ースチノール (dehydroaustinol、DAUS) の生産量が上昇することが明らかとなった。こ
れらの結果から、SirA は定常期に二次代謝遺伝子クラスターをグローバルに制御するこ
とが示された。さらに、SirA と SirE の制御下にある遺伝子群を比較したところ、両サ
ーチュインが一次代謝や自己溶菌、菌体外加水分解酵素および一部の二次代謝に関与す
る遺伝子群に対して逆方向の制御を行うことが示された。これは同一生物種のサーチュ
インが協調して共通の遺伝子群の発現を制御するという初の発見であった。 
本章の研究によって、SirAが先行研究で明らかとなった STや PNの生合成に加え、多
様な二次代謝系遺伝子クラスターの発現を抑制することが明らかとなった。実際に生合
成量が増減した化合物は ST の他には AUS と DASU のみであったが、培地の種類や状
態、温度などの培養条件を変化させることによって、他の二次代謝産物の生産量にも影
響を与え得るだろう。SirA は A. nidulans の二次代謝産を広く制御する新たな制御因子
であると考えられた。この研究はサーチュインの制御を介した二次代謝の制御を可能に
するための基礎的知見となる。二次代謝を人為的に制御することができれば、これまで
サーチュインによって抑制され生産されていなかった新規な二次代謝産物を発見する
ことが可能となり、医薬品や食品の開発に役立つと期待される。また、二次代謝産物の
一種であるカビ毒の生産の抑制は人間や植物への病害の防除に応用できるだろう。さら
に、同一生物種内のサーチュインの役割分担を明らかにしたことによって、他のサーチ
ュインを有する生物でも同様の制御が起きている可能性を示した。これは真核生物に広
く保存されたサーチュインの理解を深める一助となるだろう。 
 
 
2-2. 材料および方法 
2-2-1. 使用した菌株、培地、培養条件 
Aspergillus nidulans A26 株 (biA1) (Fungal Genetic Stock Center、University of Missouri、
Columbia、MO、USA) と SirAΔ株 (biA1、argB2、sirA::argB) (5) の分生子 2 × 108 個
を 500 mL容フラスコに入れた 200 mLの GMM (22) に播種し、120 rpm、30ºCで培養し
た。固体 GMM には 1.5%の寒天を加えた。定量リアルタイム PCR に供する菌体の培養
はプレートにセロファンメンブレンを敷き、二次代謝産物の解析に供する菌体の培養は
直接固体培地に分生子 1 × 106 個をスプレッターで播種した後、37°Cで培養した。培地
には 0.25 mg L-1 biotinを加えた。 
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2-2-2. DNAマイクロアレイ解析 
 A26 株および SirAΔ 株を 200 mLの液体 GMMを用いて 24、48および 72 時間培養し
た。その後、全 RNA を RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen、Hilden、Germany) を用いて精製
した。トランスクリプトームをカスタム合成した A. nidulans GeneChipを用いて解析し
た(49)。(49) に示された方法に従い、各培養時間で培養した A26 と SirAΔ の遺伝子の
発現比を signal log2 ratioとして算出した。なお、得られた数値はGene Expression Omnibus 
(GEO) に accession number: GSE85319 として公表した。3点の培養時間中 1 点以上で 2
倍以上上方または下方制御された遺伝子を、その発現パターンに従って k-平均法を用い
て 3つのセットに分類した (50)。セットの数は主成分解析 (51) により決定した。各遺
伝子セットに有意に濃縮された Gene ontology (GO) を AspGD (http://www.aspgd.org/) で
公表されているツールを用いて解析した。 
 
2-2-3. 二次代謝産物の解析 
 A26 株および SirAΔ 株を液体 GMM または固体 GMM で 4～5 日間培養した。液体培
養して得られた培養物 20 mLと固体培養して得られた培養物 30 cm2 に 20 mLの酢酸
エチルを加え、12 時間振盪した。酢酸エチル画分を回収し、第一章 1-2-10 に示した方
法で HPLCによる解析を行った。質量スペクトルは LCMS-8030 instrument (Shimadzu、
Kyoto、Japan) を用いて測定した。測定条件は以下の通りである。: Capillary 電圧 4.5 kV、 
検出範囲 m/z 50 - 600、 脱溶媒管の温度 250ºC、 ヒートブロックの温度 400 ºC、 ネブ
ライザーの窒素ガスの流速 3 L/min、ドライガスの流速 15 L/min。イオン源の極性はポ
ジティブモードまたはネガティブモードに設定した。クロマトグラフィーの条件は
HPLCと同じ条件 (第一章 1-2-10) を用いた。 
 
2-2-4. 定量リアルタイム PCR.  
A26 株および SirAΔ 株を液体培養で 48時間、固体培養で 24 時間培養した後、前述の
方法で全 RNAを抽出し cDNAを合成し、定量リアルタイム PCRを行った。Table 2-1 に
使用したプライマーを示した。 
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2-3. 結果  
2-3-1. SirA は一次代謝および二次代謝に関連する遺伝子群の発現を制御する 
SirAは液体、固体培養時のどちらにおいても、培養後期に多くの遺伝子の発現を上昇
させた (Fig. 2-1A)。SirAが A. nidulansの転写に与えるグローバルな影響について調べ
るため、sirA 遺伝子破壊株 (SirAΔ 株) と A26 株を液体 GMM で培養し、転写産物の経
時変化を GeneChip (49) を用いた DNAマイクロアレイを用いて解析し、signal log2 ratio
を算出した。その結果、有意な発現シグナルが検出された遺伝子数は 9,336だった (Table 
S2-1)。これは GeneChipでカバーされた遺伝子の 87%であった。 このうち、1点以上の
培養時間で A26 株に比べ SirAΔ 株で 2 倍以上発現が上方または下方制御された遺伝子
数は 3,393 (36%) であった。各培養時間に発現が変化した遺伝子数は Table2-2 に示す。
主成分分析とk-平均法でこれらの遺伝子を発現の経時変化に基づき3つのセットに分類
した (Table S2-1)。セット 1には 1,434遺伝子 (42%) が分類された。このセットは培養
48 時間に SirAΔ 株で発現が抑制された遺伝子群であった (Fig. 2-1B)。セット 2 とセッ
ト 3はそれぞれ 455 遺伝子 (13%) および 1,504 (44%) 遺伝子を含み、これらは培養後
期 (培養開始後 48 時間および 72 時間) に SirAΔ において発現が上昇した遺伝子群で
あった (Fig. 2-1C および D)。セット 2に分類された遺伝子群の SirAΔ株での発現量は
A26 株のそれに比べ培養後期に上昇していたが、セット 3 の遺伝子群は培養開始後 48
時間に発現が上昇し、同 72時間に減少していた。 
AspGD データベース (http://www.aspgd.org/) においてアノテーションされた情報を
元に、得られたトランスクリプトームの Gene ontology (GO) 解析を行ったところ、セッ
ト 1には “Biological Process” カテゴリーのうち、 “single-organism” (P < 8 × 10-3) の GO 
term にアノテーションされる遺伝子が有意な数濃縮されていた。この GO term には 
“arginine biosynthetic process” (P = 7 × 10-4)、“oxoacid metabolic process” (P = 2 × 10-3)、
“pyruvate metabolic process” (P = 5 × 10-3) および “cellular amino acid metabolic process” 
(P = 7 × 10
-3
) などが含まれていた (Table2-3)。これらの分類項目は炭素源 (グルコース) 
やアミノ酸の代謝に関与する遺伝子が含まれており、このことから SirA は定常期にお
いて、一次代謝に関連する遺伝子群の転写を促進すると考えられた。 
セット 2 には“secondary metabolite biosynthetic process” (P < 7 × 10-7) や“secondary 
metabolic process” (P < 2 × 10-5) の GO termを持つ遺伝子が濃縮されていた。後者の GO 
term には二次代謝産物の生合成遺伝子が 32 含まれていた。これらは ST、PN、キサン
トン およびシャムキサントン (xanthone および shamixanthone 、XPT)、糸状菌シデロ
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ホア (siderophore、SID)、エメリセラミド (emericellamide 、EAS)、オースチノールお
よびデヒドロオースチノール ( austinolおよび dehydroaustinol、AUS/DAUS)、アスペル
ニジン A ( aspernidine A 、ASP)、シコリン (cichorine 、CIC)、ent-pimara-8(14),15-diene 
(EPD) (52)、芳香族アミノ酸、フミキナゾリン C、麦角アルカロイド、未知ポリケチド
の生合成遺伝子であった (Table S2-2)。また、“monodictyphenone metabolic process” (P < 1 
× 10
-5
) や “monodictyphenone biosynthetic process”  (P < 1 × 10-5) の GO termを持つ遺伝
子もセット 2に濃縮されていた。A. nidulans の二次代謝産物の一つであるモノジクチフ
ェノン (monodictyphenone 、MDP) の生合成遺伝子は mdp 遺伝子クラスターを形成す
ることが知られる (53)。セット 3 には “Molecular Function” カテゴリーのうち、 
“oxidoreductase activity” (P = 6 × 10-6) の GO term を持つ遺伝子が濃縮されていた 
(Table2-3)。セット 3には二次代謝に関連するGO termは見られなかったが、このGO term
には“secondary metabolic process” の GO termを持つ 21の遺伝子と、二次代謝遺伝子ク
ラスター内やその近隣に位置する 7つの cytochrome P450 (予測も含む) が含まれていた 
(Table S2-2内の ‘*’ が付いた遺伝子) (54)。これらの結果から、セット 2 とセット 3に
分類された遺伝子には二次代謝生産に関与するものが豊富に含まれており、SirAが培養
後期にカビの二次代謝産物の生合成をグローバルに制御することが示された。 
 
2-3-2. SirA は二次代謝系遺伝子クラスターを制御する 
セット 2 とセット 3 には二次代謝に関連する 85 の遺伝子が含まれていた (Table 
S2-2)。このうち、73 の遺伝子は 25 の既知または Ingli らによって予測された二次代謝
遺伝子クラスター(45)に所属していた(Table S2-3)。Figure 2-2A と Bにこれらの遺伝子
クラスターをヒートマップとして示した。培養後期 (培養開始後 48または 72 時間) の
SirAΔ 株は A26 株と比べ、14 の遺伝子クラスターにおいて検出された遺伝子の 50%以
上がその発現を 2倍以上上昇させていた (Fig. 2-2A)。これらには ST、PN、EAS、XPT、
MDP、SID、citreoisocoumarin、6,8-dihydroxy-3-(4-hydroxy -3-oxopentyl)-isocoumarin およ
び alternariol (COU/ALT)、および 6-hydroxy-7-methyl-3- nonylisoquinoline-5,8-dione (HMN) 
(55) の生合成遺伝子クラスターがあり、SirA がこれらの遺伝子クラスターの発現を抑
制することが示された。ST と PN の生合成遺伝子クラスターを発現抑制したことは、
SirA がプロモーター領域のヒストンの脱アセチル化によってそれらの生合成遺伝子を
抑制するという報告と一致した (5)。また、SirAΔ 株では A26株と比べ、二次代謝産物
の生合成に関与すると予測される非リボソームペプチド合成酵素  (non-ribosomal 
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peptide synthetases、NRPS) の遺伝子クラスター (AN2924、AN8105、AN11820 および
AN4827 遺伝子クラスター) や、 ポリケチド合成酵素 (polyketide synthases、PKS) の遺
伝子クラスター (AN9005 および AN1784 遺伝子クラスター) において、検出された遺
伝子の 50%以上がその発現を 2倍以上上昇させていた (Fig. 2-2A)。これらの結果から、
SirAはこれらの遺伝子クラスターの発現を抑制することが示された。  
 
2-3-3. SirA によって制御される他の二次代謝系遺伝子クラスター  
セット 2 とセット 3 内で、SirAΔ株で A26 株と比べでクラスターを構成する遺伝子
の発現が上昇した二次代謝遺伝子クラスターがある一方、二次代謝に関与する 10 の遺
伝子クラスターでは、含まれる遺伝子の半数以上の発現が有意に上昇していなかった。 
(Fig. 2-2B)。これには、AUS/DAUS、オルシノールおよび F9775 (orcinols および F9775、
ORS/F9775) 、 ASP 、 CIC 、 microperfuranone (MIC) 、 EPD 、
2,4-dihydroxy-6-[(3E,5E,7E)-2-oxonona-3,5,7-trienyl] benzaldehyde (DOTB) (55) 、
2-ethyl-4,6-dihydroxy-3,5-dimethylbenzaldehyde (EDD) (55)、フェルタミド B (fellutamide B、
INP) (56)、推定 NRPS (AN10297 遺伝子クラスター)、および推定 PKS (AN8910 遺伝子
クラスター) の生合成遺伝子クラスターが含まれた。このことから、SirA がこれらの
遺伝子クラスターに含まれる遺伝子群を抑制すると結論することはできない。特に、
AUS/DAUS、ORS/F9775、 ASP、MIC、DOTB 、EDD、INP遺伝子クラスターについて
は、それぞれが構成する遺伝子の半数以上の発現が SirAΔ 株では A26 株と比べ 2 倍以
上減少していたことから、SirAがこれらの遺伝子クラスターに含まれる遺伝子群の転写
を促進することが示された。また、セット 1にも GO term “secondary metabolic process”
にアノテーションされる遺伝子が 52 あった(Table S2-4)。このうち、9 つの遺伝子が 6
つの二次代謝遺伝子に所属していた。これらはニジュラリン A ( nidulalin A 、NID)、テ
レキノン (terrequinone 、TDI) の生合成遺伝子クラスター、NRPS 遺伝子クラスター
(AN0016、AN5318 および AN9226 遺伝子クラスター)、そして PKS 遺伝子クラスター 
(AN6431 遺伝子クラスター) であった (Fig. 2-2C)。TDI、AN5318 および AN9226 遺伝
子クラスター検出された遺伝子のうち、半数以上の遺伝子が培養後期の SirAΔ で A26
株と比べ発現が 2倍以上抑制されていた。このことから、SirAは培養後期にこれらの遺
伝子クラスターに含まれる遺伝子群の転写を促進することが示された。これらのことか
ら、SirAは二次代謝遺伝子クラスターによって制御の方向が異なることが明らかとなっ
た。 
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2-3-4. SirA はステリグマトシスチンとオースチノールの生産を制御する 
液体 GMMで 4日間または 5日間培養した SirAΔ株と A26株の二次代謝産物を HPLC
で解析した。SirAΔ株は A26 株と比べ 1.5または 1.4倍の STを生産した (Fig. 2-3)。ST
の保持時間は標品の ST と同様であった。この結果は SirAが ST の生産量を抑制すると
いう報告と一致した (5)。固体 GMM で 4日間または 5日間培養した場合も液体培養と
同様に、SirAΔ株は A26株と比べ 1.7または 1.2倍の ST を生産した (Fig. 2-3)。これと
一致して、ST 生合成に関わる aflR、stcJ および stcU の発現量は、SirAΔ 株で A26 株と
比べ増加していた (Fig. 2-4)。この結果から、SirAは液体培養時だけでなく固体培養時
にも ST の生合成を遺伝子発現のレベルで抑制することが示された。 
LC-MSで解析したところ、保持時間12.1 分に検出された化合物はm/z = 459.1、481.1、
および 497.1であり、AUS (分子量 = 458.50、C25H30O8) の[M+H]
+、[M+Na]+および[M+K]+
の質量に一致した (57)。また、保持時間 12.6 分に検出された化合物は m/z = 457.2 およ
び 495.2であり、DAUS (分子量= 456.49、C25H28O8) の [M + H]
+
 および [M+K]+ の質量
に一致した (57)。これらの吸収極大はそれぞれ 246 nmと 234 nmであったことと考え
合わせ、これらの化合物が AUSと DAUSであることが明らかとなった (58)。液体培養
4日目の SirAΔ株の培養物では、A26株に比べてAUSとDAUSの蓄積量がそれぞれ 30%
と 19%であった。また、これらの蓄積は SirAΔ 株でも A26 株でも培養 5 日目には消失
した。これはカビによって AUSと DAUSが消費された可能性を示している。この結果
はマイクロアレイ解析で明らかになった SirA株における AUS および DAUS 生合成遺
伝子の発現の減少 (Fig. 2-2B) や、SirA株では A26 株よりも ausA 遺伝子 (AUS と
DAUSの生合成遺伝子) の発現量が減少していること(Fig. 2-4) と一致した。これらの結
果から、SirAは液体培養時に AUSと DAUSの生合成を遺伝子発現レベルで増強するこ
とが示された。 
これとは対照的に、固体培養日目の SirA株では株に比べてそれぞれ 1.4および
1.3倍の AUSと DASUが生産された (Fig.2-3)。定量リアルタイム PCRによって、固体
培養時には SirA株では株に比べて倍の ausA 遺伝子の発現が検出された (Fig. 
2-4)。これらの結果から、SirA は固体培養時に AUS と DAUS の生合成を遺伝子発現レ
ベルで抑制するという、液体培養時とは反対の機能を有することが示された。 
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2-3-5. SirA株と SirE株のトランスクリプトーム解析の比較 
非公開 
 
2-4. 考察 
本章のトランスクリプトーム解析によって、SirAが定常期に二次代謝だけでなく一次
代謝も含むグローバルな遺伝子の発現を制御し、特に培養後期に Fig. 2-2A 示した二次
代謝系遺伝子クラスターの発現を制御することが判明した。さらに、SirAは培地条件に
応答して ausA 遺伝子の発現を制御し、AUSと DAUS の生合成を調節することが新たに
示された。液体培養または固体培養の違いが二次代謝遺伝子の発現に影響することはよ
く知られているが (52)、A. nidulans の SirAが培地の状態を識別して二次代謝遺伝子で
ある AUSと DAUSの生合成遺伝子の発現を制御することは、本研究で初めて明らかと
なった。現在までに、SirAが培養条件に応答する仕組みについては不明であるが、今後
この仕組を明らかにすることができれば、サーチュイン機能の制御とあわせて、二次代
謝の活性化の技術開発に役立つと期待される。 
従来、サーチュインは遺伝子発現を抑制すると考えられてきたが、第一章で述べた
SirE と同様に、SirA は遺伝子発現を正に制御することも明らかとなった。このような
遺伝子発現の増強は、ヒストンの脱アセチル化による直接的な制御ではなく、転写因子
の制御を介した間接的なものだと考えられる。サーチュインが遺伝子の上方制御を行う
という結果は、S. cerevisiae の Sir2pや Hst1p、A. oryzae のサーチュインアイソザイムで
ある AoHstDのトランスクリプトーム解析の結果と同様であったが、サーチュインによ
って発現が上昇する遺伝子群を詳しく研究した例はない (59) (8)。本研究で初めてサー
チュインが遺伝子の発現の上昇に関与する二次代謝遺伝子クラスターの詳細が明らか
となった。また、SirA が定常期に一次代謝に関与する遺伝子群を上方制御するという発
見は、S. cerevisiae のサーチュインである Sir2p と Hst1p が対数増殖期の終盤に解糖系の
遺伝子の発現を抑制し、代謝の移行を促進するという報告とは逆の結果であった (36)。
しかし、第一章ではサーチュイン E (SirE) が定常期に一次代謝関連遺伝子を抑制する
ことを発見したので、A. nidulans の場合は、SirA ではなく SirE が一次代謝を抑制する
と考えられる。このように、A. nidulans のサーチュインのアイソザイムはそれぞれ異な
る機能を有していると考えられる。 
SirA は定常期から発現量が増加し始め、制御する遺伝子数が最も多くなったこと 
(Table 2-2) から、定常期に最も活性が増強されると考えられた。しかし、sirAの発現量
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は培養開始後 72 時間まで増大していたこと (Fig. 2-1A) や、sirA の遺伝子破壊が培養
開始後 72 時間の菌体のヒストンのアセチル化を増大させたこと (5) から判断して、
SirA の活性は培養後期 (培養開始後 72 時間以降) に最大となるのかもしれない。SirA
の活性が生育時期のどの段階で最大となるのかは、経時的に SirA株のヒストンのアセ
チル化レベルを検証することが必要である。  
NAD
+は哺乳類や酵母のエネルギー状態やエネルギー刺激を反映することから、細胞内
の NAD+濃度が定常期に SirA や SirE を活性化する可能性を考えた。実際、酵母や哺乳
類では貧栄養下で細胞内の NAD+濃度が上昇する (60, 61)。しかし、先行研究で A. 
nidulansを液体培養した場合、細胞内の NAD+の加水分解酵素である Nudix hydrolase A
が少なくとも培養開始後 72 時間までは細胞内の NAD+濃度を維持することが明らかと
なっているため (5)、この仮説は否定された。即ち、SirAや SirEを定常期に活性化させ
る要因は細胞内の NAD+濃度ではないと考えられた。sirA遺伝子 (Fig. 2-1A)の転写量が
定常期や培養後期に上昇したことは、これらのサーチュインの細胞内の活性の制御は転
写レベルで制御されていると考えられる。Forkhead Box O (FOXO) ファミリーの転写因
子は哺乳類において、栄養飢餓にさらされたときに SIRT1遺伝子の発現を制御する因子
である(62)が、S. cerevisiae もこのファミリーの転写因子を有していることが判明してい
る。また、このファミリーのタンパク質は他の子嚢菌にも広く分布しており、A. nidulans
には 4つの推定タンパク質が存在している (AN4521/fhpA、AN8858/mcnB、AN2845 およ
び AN4985)。これらがサーチュインの遺伝子発現を定常期に増強しているのかもしれな
い。この仮説を確かめるためには、FOXOファミリーの転写因子をコードする遺伝子の
遺伝子破壊株を作製し、サーチュインの活性やサーチュインをコードする遺伝子の発現
量を検証することが重要であろう。 
本章の研究から、SirAが先行研究で明らかとなった ST や PNの生合成に加え、多様な
二次代謝系遺伝子クラスターの発現を抑制することが明らかとなった。実際に生合成量
の増減を確認できた化合物は、ST、AUS、DAUS のみであったが、SirA が培地条件に
よって制御を変化させたことは、培地の種類や状態、温度などの培養条件を変えること
によって、他の二次代謝産物の生産量への影響が見られる可能性が高いと予想できる。
従って、本章で得られた結果は、SirA が A. nidulans の二次代謝産を広く制御する新た
な制御因子であることを強く示唆するものである。今後、サーチュインの阻害剤を糸状
菌に投与することによって、サーチュインによって抑制され生産されていなかった新規
な二次代謝産物を発見することや既知の有用な二次代謝産物の増産が可能となり、医薬
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品や食品の開発に役立つだろう。また、二次代謝産物の一種であるカビ毒の生産の抑制
は人間や植物への病害の防除に応用できる。さらに、同一生物種内のサーチュインの役
割分担や協調の研究は、糸状菌の代謝の制御だけでなく、ヒトなどの真核生物のサーチ
ュインの機能の解明の一助となるだろう。 
 
  
18 
 
Table 2-1. Primers included in quantitative PCR analyses. 
Primer Nucleotide sequence Target gene 
ausA RT F 5'- ACAGACCGAGAGCCAAAGAG-3' ausA 
ausA RT R 5'- GTGCGTGTGGTAGCAAAGAG-3'  
aflR RT F 5'-CTGCCTTGCGAGTATATGGTTTC-3' aflR 
aflR RT R 5'-TTGGTGATGGTGCTGTCTTG-3'  
stcJ RT F 5'- AGCCAATACCGGACACG-3' stcJ 
stcJ RT R 5'-TGTAGTGTGGACTTGCCGC -3'  
stcU RT F 5'-CATTTCCATTCAAGCCGATGT-3' stcU 
stcU RT R 5'-CCAGGTATCCGAAGTGCTCAA-3'  
actA RT F 5'-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3' actA 
actA RT R 5'-AAGAACGCTGGGCTGGAA-3'  
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Table 2-2. Numbers of genes up- or down-regulated for ≥ 2-fold in SirA. 
 24 h 48 h 72 h 
Up 533 1, 429 266 
Down 544 1, 262 521 
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Table 2-3. Gene ontology terms enriched among regulated genes in SirAΔ 
GO ID GO term 
Cluster 
frequency 
(%)* 
Gene number  
/ total gene 
number† 
P value 
Set 1 (1434 genes)  
Biological process 
44710 
44699 
10033 
6082 
71310 
44711 
19752 
44283 
6526 
44281 
43436 
42221 
1901135 
6090 
6022 
6040 
6520 
44763 
Single-organism metabolic process 
Single-organism process 
Response to organic substance 
Organic acid metabolic process 
Cellular response to organic substance 
Single-organism biosynthetic process 
Carboxylic acid metabolic process 
Small molecule biosynthetic process 
Arginine biosynthetic process 
Small molecule metabolic process 
Oxoacid metabolic process 
Response to chemical 
Carbohydrate derivative metabolic process 
Pyruvate metabolic process 
Aminoglycan metabolic process 
Amino sugar metabolic process 
Cellular amino acid metabolic process 
Single-organism cellular process 
24.4 
35.7 
3.3 
8.2 
2.8 
10.4 
6.4 
5.8 
0.6 
12.1 
6.4 
7.2 
5.3 
1.2 
1.3 
1.3 
3.5 
25.1 
334/1983 
487/3133 
45/153 
112/552 
38/124 
142/750 
87/412 
80/372 
8/9 
166/940 
87/425 
99/510 
73/346 
16/37 
60/269 
18/46 
18/46 
48/201 
2.17E-07 
6.65E-07 
2.42E-05 
8.98E-05 
9.54E-05 
0.00013 
0.00048 
0.00067 
0.0007 
0.00124 
0.00194 
0.00447 
0.00453 
0.00467 
0.00645 
0.00645 
0.00747 
0.00773 
    
Set 2 (455 genes)  
Biological process 
44550 
1900813 
1900815 
19748 
46189 
42537 
18958 
42180 
Secondary metabolite biosynthetic process 
Monodictyphenone metabolic process 
Monodictyphenone biosynthetic process 
Secondary metabolic process 
Phenol-containing compound biosynthetic process 
Benzene-containing compound metabolic process 
Phenol-containing compound metabolic process 
Cellular ketone metabolic process 
6.9 
1.9 
1.9 
7.6 
2.6 
2.1 
2.6 
2.8 
29/208 
8/15 
8/15 
32/286 
11/37 
9/24 
11/46 
12/72 
7.37E-07 
1.07E-05 
1.07E-05 
2.48E-05 
3.93E-05 
6.28E-05 
0.00044 
0.00805 
   
Set 3 (1504 genes)  
Biological process 
55085 Transmembrane transport 9.0 130/687 0.00592 
Molecular function 
16491 
3824 
Oxidoreductase activity 
Catalytic activity 
14.5 
6.0 
210/1124 
87/407 
5.70E-06 
0.00062 
*Ratio of numbers of genes with each GO term versus total numbers of genes found in the gene 
sets. 
† Numbers of genes with each GO term and those encoded by whole fungal genome. 
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Table 2-4. Gene ontology terms enriched among down-regulated genes in SirAΔ and SirEΔ 
非公開  
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Table 2-5. Expression of genes encoding extracellular hydrolases and involved in conidiophore 
development in the stationary growth phase SirE and SirAΔ  
非公開 
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Table 2-6. Expression of genes involved in the primary metabolisms in the stationary growth 
phase SirE and SirAΔ 
非公開 
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Table 2-7. Expression of SM genes in the stationary growth phase SirA and SirE  
非公開 
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FIGURE 2-1. Sets of differentially expressed genes.  
(A) PCR quantified sirA transcript. Strain A26 was cultured in liquid () and solid agar 
( ) GMM medium. Relative values to actA transcript at 24 h were taken as 1. (B – D) 
Three sets of genes were grouped using k-means clustering. Expression profiles of 
genes in sets 1 to 3. Signal log ratios (log2 SirAΔ/A26) are shown in y axis; cultivation 
periods are shown in x axis.  
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FIGURE 2-2. Transcriptome analysis of A. nidulans SM genes. 
Aspergillus nidulans A26 and SirAΔ were cultured in liquid GMM medium at 30°C for 24, 48 and 72 h. 
Heat maps show signal log2 ratios between SirAΔ and A26 transcripts of genes detected by microarray 
analysis. Heat maps for SM gene clusters involve genes grouped in sets 2 and 3 (A and B), and SM genes 
grouped into set 1 (C). A and B, Heat maps for SM gene clusters in which > 50% of the genes were 
up-regulated ≥ 2 fold (A) and were not up-regulated (B) in SirAΔ cultures incubated for 48 or 72 h. (D) 
Numbers of SM cluster genes that are up- or down-regulated for ≥ 2-fold in SirA Gene clusters are 
represented by their products and by representative genes when their products were not 
identified.Abbreviations: ASP, aspernidine A; AUS, austinol; DAUS, dehydroaustinol; CIC, cichorine; 
COU/ALT, citreoisocoumarin, 6, 8-dihydroxy-3-(4-hydroxy-3-oxopentyl)-isocoumarin and alternariol; 
DOTB, 2, 4-dihydroxy-6-[(3E, 5E, 7E)-2-oxonona-3, 5, 7-trienyl] benzaldehyde; EAS, emericellamide; 
EDD, 2-ethyl-4, 6-dihydroxy-3, 5-dimethyl benzaldehyde; EPD, ent-pimara-8(14), 15-diene; INP, 
fellutamide B; MDP, monodictyphenone; MIC, microperfuranone HMN, 6-hydroxy-7-methyl-3- 
nonylisoquinoline-5, 8-dione; NID, nidulalin A; ORS/F9775, orcinol and F9775; PN, penicillin G; SID, 
fungal siderophore; ST, sterigmatocystin; TDI, terrequinone; XPT, xanthone and shamixanthone. Table 
S2-3 lists all genes in these clusters. 
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FIGURE 2-3. Amounts of SM produced by A. nidulans determined by HPLC.  
Solid lines, extracts of A. nidulans A26; broken lines, SirAΔ cultured in both liquid and 
solid GMM for four and five days. Numbers 1, 2 and 3 represent austinol, 
dehydroaustinol and sterigmatocystin, respectively. 
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FIGURE 2-4. Amounts of transcripts of genes for producing sterigmatocystin, austinol 
and dehydroaustinol of SirA determine by real-time PCR.  
SirAΔ and A26 were cultured in liquid GMM medium for 48 (unfilled bars) and solid 
GMM medium for 24 h (filled bars). Values are relative to those of A26. ausA, gene for 
synthesizing austinol and dehydroaustinol; aflR, regulatory gene in cluster for 
synthesizing sterigmatocystin; stcJ and stcU, genes involved in sterigmatocystin 
synthesis. Data are presented as means ± standard error of three experiments.  
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